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論文内容要旨
 イ ンフルエ ンザAウイ ルスの刺激によって誘導される細胞傷害性丁リ ンパ球 (CTL) は, ウイ
 ルス蛋白のうち, HA (益emagglutinin), NP (nucleopro七ein), PB (polymerase), NS (nons七一
 ructural pro七ein) 等を認識することが知られている。 また, bulk cul七ure で誘導された抗イ ン
 フルエ ンザCTLあるいは, NP特異的CTLク ロー ンをイ ンフ ルエンザ感染マウスへ受動移入する
 ことにより, 肺のウイ ルス増殖を抑制 し, さらに, マウスの生存期間を延長することが報告され
 ている。
 本研究はHAとNS1か らなるfusion pro七einの刺激により樹立 したCTLク ロー ンを用いてイ ン
 フルエ ンザ感染マウスにおけるHA特異的CTLの役割 を検討することを目的と した。
               【材料と方法】
 1. HA fusion proteinは, A/PR/8 (H1) virus geneを遺伝子組換えにより, E, coliに発現
 させ産生 した。 NS1のN末端か ら81個のア ミノ酸とHA2サ ブユ ニッ トを融合させた蛋白 をc13
 proteinと して, さらにHA2サ ブユ ニ・ ットのN末端か ら65個のアミノ酸を除いた蛋白をD pro-
 teinと した。
 2. 二次CTLは, A/PR/8 ウイ ルス で免疫 したマウスのspleenをAIPR/8ウイ ルスあるい は,
 fusion pro七ei11の刺激下に5日間培養することによって得た。
 3. HA特異的GTI、クローンは二次CTLをさらに, normal spleen cells, D proteinとIL2存在下
 に数週間培養後, 限界希釈法によりCTLク ロー ンを樹立 した。
 4. CTLアッセイ は, P8!5細胞を標的細胞と して 5℃rとウイ ルスとともに1時間培養後, CTLを
 加えて行なった。 また, cold 七arge七 inhibi七ioDテストはCTLアッセイ系に 5℃r非標識P815細胞
 を加えて行なった0
 5. 受動移入。 2×105CTLクロー ンをマウスの尾静脈より注入 し, 6時間後にマウスを経鼻的
 に感染させた。
 6. 肺のウイルス定量。 マウス感染後, 3日目に肺を摘出 し, ホモジナイズして, その上清中に
 含ま れるウイ ルス をMDCK細胞 を用 いた プラーク 形成法によっ て測定 した。
               【結 果】
 1. c13 pro七einまたはD pro七einの刺激により誘導された二次CTLは, A/PR/8 virus (H1)
 感染P815細胞を傷害 したが, AIJAP (H2) 感染P815細胞または, A/PC (H3) 感染P815細胞
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 を傷害 しなかった。
 2. D pro七einの刺激により樹立 したCTLク ローンはAIPR/8およびAIJAP感染P815細胞を傷
 害することはできなかった。 すなわ ち, 二次CTLと異なり, CTLクロー ンはサ ブタイ プH1と
 H2を認、識することができるcrossreacもiveであることがわかった。
 3. このCTLク ローンがイ ンフルエ ンザ感染時において, 防御的に働くか調べるために, 感染マ
 ウスに対し てク ロー ンの受動移入を行なった。 移入により, 肺におけるAIPR/8およびAIJAP
 のウイ ルス量は, CTLクロー ン非投与群に比べて有意の減少を認めた。 しか し, A/PCまたはB/
 HKのウイ ルス 量 は対照群と比較 して有意の差を認めなかっ た。
 4. c13 pro七einとD proteinにおけるCTLエ ピトープを調べるために, cold targehnhibition
 testを行なった。 CTLク ロー ンによる 51Cr標識c13 protein処理または, AIPR/8感染P815細胞
 の傷害は, 51Cr非標識AIPR/8感染P815細胞, c13 proteinまたはD proもein処理P815細胞の存在
 下で抑制された。
                蛋考 察還
 本研究で, HA2サ ブユニッ ト上のcross-reac七iveエ ピトー フ。 を含むfusion proteinによって刺
 激さ れたCTLク ロー ンがイ ンフ ルエ ンザサ ブタイ プH1またはH2のウイ ルス 増殖を有意 に抑制
 することを明らかにした。
 bulk cultureで, D proteinの刺激によって誘導されたCTLはサブタイ プH1特異的であった
 が, D pro七einの長期刺激によって樹立 したCTLク ローンは, サブタイプH1 とH2のcross-reac七
 iviむyを示 していた。 D proteinの構成よ り, サブタイ プH1とH2に共通なCTLエ ピトープは
 HA2サ ブユニッ トのC末端から157個のアミノ酸上に存在することが推定された。 その後, 合成
 ペプタイ ドを用 いたCTLアッセイ でエ ピトープはHA上の518 -528に存在することを観察 した
 (参考論文2)。
 これらのことから, cross-reac七ive CTLエピトープを含むprotein (Antigen) の免疫によって,
 イ ンフルエ ンザサ ブタイ プH 1, H2 に対する感染防御 が期待された (参考論文1)。 感染時の
 CTLの役割について, CTLは肺病変を惹起する報告はあるが, しか し, 回復期にCTLはウイ ルス
 増殖抑制に働くことが認められている。 従って, 本結果は, 従来の液性免疫誘導による感染防御
 と異な る細胞性免疫, とりわけcross-reac七ive CTI。による感染防御を誘導す る新しいワクチ ン開
 発の可能性 を示唆 していると思われる。
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 審査結果の要旨
 本論文は, イ ンフルエ ンザ蛋白であるHAとNSIか らなるfusion pro七einの刺激により樹立 した
 CTLクロー ンを用いてイ ンフルエ ンザ感染マウスにおけるHA特異的CTLの役割について検討
 した論文であ る。
 イ ンフルエ ンザAウイ ルス の刺激によって誘導される細胞傷害性丁リ ンパ球 (CTL) は, ウイ
 ルス蛋白のうち, HA, NP, PB, NS等を認識することが知られている。 また, bulk cultureで誘
 導された抗イ ンフルエ ンザウイ ルス CTLあるいは, NP特異的CTLクロー ンをイ ンフ ルエ ンザ感
 染マウスへ受動移入することにより, マウスの生存期間を延長することが報告されている。 しか
 し, HA特異的CTLのイ ンフルエ ンザ感染時におけるin vivoでの役割は, まだ明 らかでない。 従っ
 て, malor antigenであるHAに特異的なCTLのin vivoにおける役割の解明は重要である。 本論
 文では特に以下の2っの課題を中心に研究を行なっている。 1. 合成蛋白であるイ ンフルエ ンザ
 蛋白のHAとNSIからなるfusion proteinの刺激によってHA特異的CTL (クロー ン) を樹立でき
 るか。 2. 上記で樹立されたHA特異的CTLク ロー ンをマウスに受動移入 して, イ ンフルエ ンザ
 感染を防御できるか。
 これらの研究の新知見と して, 1. fusion proteinの刺激により誘導された二次GTL はAIPR
 /8 vims (HA1) 感染P815細胞を傷害したがAIJAP (H2) 感染P815細胞または, AIPc (H3)
 感染P815細胞を傷害しなかった。 2. fusion proteinの刺激により樹立 したCTLクローンはA/P
 R/8およびA/JAP感染P815細胞を傷害 した。 しか し, A/PCまたはB/HK感染P815細胞を傷害す
 ることはできなかった。 すなわち二次CTLと異なり, CTLク ロー ンはサブタイ プH1とH2を認識
 することができるcross-reactiveであ ることがわかった。 ま た, recombinant influenza virus
 感染P815細胞を用いてこのCTLクローンはHA特異的であることを認めた。 3. このクロー ンの
 イ ンフルエ ンザ感染マウスヘの受動移入により, 肺におけるAIPR/8および, AIJAPのウイ ルス
 量は, CTLク ロー ン非投与群に比べて, 有意の減少を認めた。 しか し, AIPCまたはBIHKのウイ
 ルス量は対照群と比較 して有意の差 を認めなかっ た。 以上の点が明 らかにされた。
 HA上のcross-reactiveエ ピトープを含むfusion proteinの刺激によって樹立 したHA特異的
 CTLク ローン がイ ンフ ルエ ンザ感染に対 して防御的に働く ことを発見 したことは, インフルエ
 ンザ感染のみならず, 他のウイ ルス感染研究に大きく寄与すると考えられる。 すなわち, 従来
 のウイルス感染時における液性免疫誘導による感染防御と異なる細胞性免疫, とりわけcrOSS-
 reactive CTLによる感染防御 を誘導する新 しいワクチ ン開発 の可能性を示唆 しているか らであ
 る。 従って, 本論文は博士号授与に値する研究と見なす。
 一 336 一一
